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Histologisch-cytologische Veränderungen in 
Kirschenblattrollvirus-infizierten und durch Luftschadstoffe 
gestreßten Betula-Arten 
Histological and cytological changes in cherry leaf roll virus infected and immission stressed Betula species 
Von J. Hamacher und R. Giersiepen 
Zusammenfassung 
Zweijährige Pflanzen der Birkenarten Betula verrucosa, B. 
papyrifera, B. papyrifera var. occidentalis, B. alleghaniensis, 
die zum Teil mit einem Stamm des Kirschenblattrollvirus 
(CLRV) infiziert worden waren, wurden einer OiSOrBela­
stung ausgesetzt. Durch die Virusinfektion bedingte Nekrosen 
oder Deformationen wurden durch die Immissionsbelastung in 
der Regel verstärkt. Virusbedingte chlorotische Flecken oder 
Adernbänderungen zeigten kaum Nekrotisierungen nach 
Schadstoffbelastung. Histologisch waren in virusinfizierten 
und belasteten Blättern erhöhte Tanninakkumulationen in 
den Vakuolen sowie eine verstärkte Deformation von Leit­
bündelgeweben zu beobachten. Unter Immissionsbelastung 
bildeten sich an den Zellwänden aller Blattgewebe sekundäre 
Auflagerungen, die bei zusätzlicher Infektion auffällig ver­
dickt waren. ER-Membranen zeigten nach Schadstoffbela­
stung eine erhöhte Elektronendichte gegenüber nicht belaste­
ten Zellen; bei gleichzeitiger Virusinfektion waren diese Ver­
änderungen noch wesentlich stärker. Virusähnliche Partikeln 
waren in belasteten und unbelasteten infizierten Pflanzen in 
Plasmodesmen-assoziierten Tubuli zu beobachten. 
Abstract 
Two year-old seedlings of four birch species (Betula verrucosa, B. 
papyrifera, B. papyrifera var. occidentalis, B. alleghaniensis), infected 
with a strain of cherry leaf roll virus (CLRV), and noninfected plants 
were fumigated with a combination of OJS02 . Necrotic reactions and 
leaf-deformation due to virus infection were generally enhanced by 
fumigation. Virus-induced chlorotic spots or veinbanding, however, 
protected leaf tissues against necrotic collapse after exposure to OJ 
S02. 
Increased accumulation of tannins in vacuoles as weil as enhanced 
deformation of vascular bundles could be histologically observed in 
infected and immission stressed tissues. Those tissues, revealed secon­
dary paramural layers, that were remarkably thickened in virus­
diseased leaves. ER-membranes were more electrondense in OJSOr 
stressed cells, these alterations were greatly enhanced by additional 
virus-infection. Viruslike particles could be detected in plasmodesma­
associated tubules in immission-stressed as weil as unstressed plants. 
Neuartige Waldschäden beruhen nicht allein auf einer einzi­
gen Schadursache, sondern sind auf die ungünstige Verknüp­
fung von prädisponierenden, auslösenden und mitwirkenden 
Faktoren zurückzuführen (MANION, 1981, NIENHAUS, 1985a), 
wobei Luftschadstoffe als Hauptursache angesehen werden 
(SCHüTI, 1984). 
Zu den wichtigsten Luftschadstoffen mit phytotoxischer 
Wirkung zählen Ozon und Schwefeldioxid. Ein Gemisch bei­
der Schadstoffe kann je nach Pflanzenart und Sorte sowie 
Schadstoffdosis synergistisch, additiv oder auch antagonistisch 
auf die Schadensausprägung wirken. Die Symptome zeigen 
dann, welcher Schadstoff primär für die Schäden verantwort­
lich ist (REINERT, 1984). 
Obwohl bereits vielfach über das Vorkommen von Viren in 
Forstgehölzen berichtet wurde (COOPER, 1979, SCHMELZER et 
al., 1966), ist über ihre Rolle als Schaderreger in Waldökosy­
stemen bisher wenig bekannt. Als Verursacher von flächen­
deckenden Schäden sind Viren jedoch nicht anzusehen, da sie 
von ihren Übertragungseigenschaften und Ansprüchen an 
ihren Wirtskreis her zu heterogen sind (NIENHAUS, 1985b ). 
Berichte über Interaktionen zwischen Virusinfektionen und 
Luftschadstoffbelastungen liegen fast ausschließlich über 
krautige Pflanzen vor (HEAGLE, 1973, 1982; LAURENCE, 
1981). In den vorliegenden Untersuchungen sollen an dem 
unter natürlichen Bedingungen häufig vorkommenden Wirt­
Virus-System Betula spp. - Kirschenblattrollvirus (CLRV) 
und einer Kombination der Luftschadstoffe 03 und S02 patho­
logische Veränderungen, die entweder durch einen der Streß­
faktoren allein oder durch die Interaktion beider Faktoren 
hervorgerufen werden, symptomatologisch, histologisch und 
cytologisch dargestellt werden. 
Material und Methoden 
Als Pflanzenmaterial wurden Sämlinge von Betula verrucosa, 
B. alleghaniensis, B. papyrifera und B. occidentalis angezo­
gen. Die Inokulation der einjährigen Pflanzen mit CLRV
erfolgte durch Rindenschildchenpfropfung. Das dafür verwen­
dete Isolat stammte von einer natürlich mit CLRV infizierten
B. verrucosa vom Standort Kalenborner Höhe bei Altenahr/
nordöstliche Eifel. Anschließend überwinterten die Pflanzen
im Freien. Für die Schadstoffbelastungsversuche bei der
Landesanstalt für Immissionsschutz des Landes Nordrhein­
Westfalen standen geschlossene Freiland-Belastungskammern
zur Verfügung, in die ein Gemisch aus 200 µg/m3 03 und
50 µg/m3 S02 eingeleitet wurde. Eine Probenahme erfolgte
jeweils bei den ersten Anzeichen einer Veränderung der Blatt­
symptome. Die Proben wurden in dem Fixiergemisch nach
KARNOVSKY (1965) infiltriert. Eine Nachfixierung und gleich­
zeitig V orkontrastierung für die Elektronenmikroskopie
erfolgte in einem OsOJKCr20rGemisch (DALTON, 1955,
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WOHLFAHRT-BOITERMANN, 1957). Das Dehydrieren wurde 
nach Standardverfahren in aufsteigender Alkoholreihe durch­
geführt. Histologisch zu untersuchende Proben wurden in LR­
White-Acrylharz, cytologisch zu untersuchendes Material in 
ERL-Harz nach SPURR (1969) eingebettet. 
Ergebnisse 
Symptome manifestierten sich auf CLRV-infizierten B.-verru­
cosa-Pflanzen als chlorotische Flecken (Abb. 1), auf B. alle­
ghaniensis als chlorotische Flecken und Adernbänderungen 
sowie Blattdeformationen und kleine Nekrosen. B. papyrifera 
zeigte Blattdeformationen und kleine Nekrosen, B. occidenta­
lis reagierte mit chlorotischen Scheckungen. Eine Immissions­
belastung mit S02/03 führte zu einer nekrotischen Sprenke­
lung der Blätter bei B. verrucosa (Abb. 2), B. papyrifera und 
B. occidentalis, die in flächige Intercostalnekrosen überging.
Auf mittleren und älteren Blättern aller Arten erschienen 2-3
Tage nach Beginn der Immissionsbelastung kleine, glänzende
Flecke auf der Blattoberfläche. Junge B.-alleghaniensis-Blät­
ter zeigten während der Schadstoffbelastung eine verstärkte
Rötung, die im Zusammenhang mit einer CLRV-Infektion
noch stärker ausgeprägt war (Abb. 3). Mit Ausnahme von B.
alleghaniensis wiesen Blätter mittleren Alters bei B. papyri­
fera und B. verrucosa und alte Blätter von B. occidentalis,
insbesondere infizierter Pflanzen, nach längerer Belastungs­
dauer (2-3 Wochen) eine mosaikartige Fleckung mit grünen,
gelben und schwarzen Bereichen auf (Abb. 4). Alte Blätter
aller Arten, sowohl infizierter als auch nichtinfizierter Pflan­
zen, vergilbten nach längerer Schadstoffbelastungsdauer und
wurden anschließend abgeworfen. Bei einem Zusammenwir­
ken beider Faktoren wiesen CLRV-bedingte Deformations­
stellen auf B.-alleghaniensis- und B.-papyrifera-Blättern eine
verstärkte Nekrotisierung von Mittelrippe und Intercostalfeld
auf (Abb. 5). Im Gegensatz dazu waren virusbedingte chloro­
tische Flecken und Adernbänderungen weitgehend von
Immissionsschäden ausgenommen, während umliegendes
Gewebe vollkommen nekrotisiert war (Abb. 6).
Da auf histologisch-cytologischer Ebene keine morphologi­
schen Unterschiede zwischen den vier Birkenarten festgestellt 
werden konnten, war bei derartigen Untersuchungen keine 
zwischenartliche Differenzierung möglich. In CLRV-infizier­
ten, belasteten und nicht belasteten Pflanzen waren Tannin­
einlagerungen deutlich vermehrt (Abb. 7, 8), Stärkekörner 
und Plastoglobuli in den Chloroplasten meist signifikant ver­
größert (Abb. 9, 10) und der Phloembereich häufig degene­
riert (Abb. 15). Plasmodesmen-assoziierte Tubuli mit virus­
ähnlichen Partikeln (VLP) waren in chlorotischen und defor­
mierten Blattbereichen CLRV-infizierter Pflanzen in Z�l­
wandauflagerungen erkennbar (Abb. 11, 12). 
In luftschadstoffbelasteten Pflanzen waren die Chloropla­
sten häufig deformiert und desorganisiert. Neben einer Wel­
lung der Membransysteme (Abb. 13) kam es oft zu einer 
Schwellung der Thylakoide und zu Chloroplastenlysis. 
Blätter mittleren Alters zeigten nach Schadstoffexposition 
noch vor einer sichtbaren Schädigung Auflagerungen fibrillä­
ren Materials an den Zellwänden. Diese Veränderungen 
waren in infizierten Blättern verstärkt zu beobachten 
(Abb. 14). Histochemische Untersuchungen der sekundären 
Zellwandauflagerungen ergaben keinen Hinweis auf Pektine 
oder Kallose. 
Bei alleiniger Schadstoffexposition war das endoplasmati­
sche Retikulum oft etwas verdichtet, während in Zellen 
CLRV-infizierter und schadstoffbelasteter Pflanzen die Elek­
tronendichte des ER sehr auffällig verstärkt war (Abb. 14, 
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16). Andere Membransysteme innerhalb des Cytoplasmas 
dagegen erschienen noch relativ ungeschädigt (Abb. 16). 
In mosaikartig gescheckten, älteren Blättern aller schad­
stoffbelasteten Pflanzen beschränkten sich Nekrosen in erster 
Linie auf das Palisadenparenchym (schwarzer Bereich, 
Abb. 18). Im gelben Bereich war eine fast vollständige Auflö­
sung des Cytoplasmas zu beobachten (Abb. 17). 
Diskussion 
Die Symptome auf den vier mit CLRV infizierten Birkenarten 
entsprechen den von SCHMELZER (1972) und COOPER und 
ATKINSON (1975) für B. verrucosa beschriebenen Symptomen. 
Die durch die Exposition mit einer Kombination von 03 und 
S02 hervorgerufenen Schadbilder sowie die histologischen 
und cytologischen Befunde deuten auf in erster Linie durch 03 
verursachte Veränderungen hin: Die hier beobachteten und 
weitere, ähnliche Symptome wurden auch von HILL et al. 
(1970) im Zusammenhang mit einer 0,-Belastung auf krauti­
gen Pflanzen beschrieben. Die glänzenden, wäßrigen Flecken 
auf der Blattoberseite sind Folge einer erhöhten Membranper­
meabilität mit Wasseraustritt in den Interzellularraum (GUDE· 
RIAN et al., 1985). Von einer verstärkten Anthocyanfärbung 
der Blätter wurde sowohl von HILL et al. (1970) nach Or 
Exposition als auch von VAN HAUT und STRATMANN (1970) 
nach chronischer SOrSchädigung berichtet. 
Seneszenzerscheinungen beruhen sowohl auf niedrigen SOz­
als auch 0,-Dosen. Dabei kommt es neben einem Abbau von 
Stärke und Proteinen zu einem Konzentrationsanstieg von 
Anthocyanen und Polyphenolen (GUDERIAN et al., 1985). 
Die verstärkte Nekrotisierung von virusbedingten Blattde­
formationen nach Luftschadstoffeinwirkung ist vermutlich auf 
die stärkere mechanische Belastung dieser Bereiche zurückzu­
führen: Die 03-Einwirkung führt möglicherweise zu einer 
reduzierten Flexibilität der Zel]wand, der Zellturgor kann 
nicht weiter aufrechterhalten werden, was einen Zellkollaps 
zur Folge hat (HEATH 1975). Des weiteren kann das Eindrin­
gen von Luftschadstoffen an bereits nekrotisierten Stellen des 
Blattes erleichtert sein. 
Über eine Schutzwirkung virusbedingter chlorotischer Flek­
ken vor einer 0,-Schädigung an Tabakpflanzen berichteten 
auch BRENNAN und LEONE (1969), HEAGLE (1973, 1982) und 
TRESHOW (1975). Sie kann auf eine oder mehrere Ursachen 
zurückgeführt werden: Effekt auf den Photosynthesemecha­
nismus, veränderte Stomatareaktionsfähigkeit und -anzahl in 
den chlorotischen Geweben (LEDBEITER et al., 1959) oder 
Veränderungen des Kohlehydratgehaltes sowie andere Stoff­
wechselvorgänge (LAURENCE, 1981). 
Das Auftreten von virusähnlichen Partikeln (VLP) in 
Tubuli wird von FRANCKI und Mitarbeitern (1985) in anderen 
Nepovirus-Pathosystemen beschrieben. In Birken waren 
Tubuli mit VLP in Zellwandausstülpungen von Blattmeso­
phyllzellen (COOPER und ATKINSON, 1975) und in Samen 
(COOPER et al., 1984) nachzuweisen. Tannine, die in den 
Vakuolen sowohl infizierter als auch schadstoffexponierter 
Pflanzen sowie bei Interaktionen beider Streßfaktoren akku­
mulierten, stellen eine unspezifische Abwehrreaktion des Wir­
tes dar (HOWELL, 1974, MAITHEWS, 1981). Die Stärkean­
reicherung in den Chloroplasten, die typisch für eine Virusin­
fektion ist, beruht eventuell auf einer reduzierten Chloropla­
stenpermeabilität, einer veränderten Enzymaktivität (MA IT­
HEWS, 1981) oder einem verminderten Abtransport der Assi­
milate (DIENER, 1963). Bei Viren, die Blattrollen verursa­
chen, sind Phloemnekrosen im infizierten Gewebe charakteri­
stisch (ESAU, 1967, SCHNEIDER, 1973). 
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Abb. 1. Chlorotische Flecken auf Betula verrucosa, bedingt durch 
CLRV. 
Abb. 2. Nekrotische Sprenkelung auf B. verrucosa nach Belastung mit 
Oy'S02 für 13 Tage. 
Abb. 3. Rötung eines jungen CLRV-infizierten B.-alleghaniensis­
Blattes 11 Tage unter Belastung. 
Abb. 4. Mosaikartige Fleckung mit grünen, gelben und schwarzen 
Bereichen auf B. verrucosa 3 Wochen unter Belastung. 
Abb. 5. Blatt von B. papyrifera. Deformierte Mittelrippe nach 
CLRV-Infektion. Angrenzende Intercostalbereiche 3 Tage nach Bela­
stungsbeginn nekrotisiert. 
Abb. 6. Starke flächige Nekrose mit geringer geschädigten, virus­
bedingten, chlorotischen Bereichen in Blattadernähe auf einem äl-
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teren Blatt von B. alleghaniensis nach Swöchiger Oy'SOrEinwir­
kung. 
Abb. 7. B.-alleghaniensis-Kontrolle. Tanninverteilung in den Zellen 
normal. Untere Epidermiszellen sind mit Schleimsubstanzen und Tan­
ninen gefüllt. Balken entspricht 25 µm. 
Abb. 8. Starke Tanninakkumulation (->) im Blattgewebe von CLRV­
infizierter B. alleghaniensis 11 Tage unter Immissionsbelastung. Bal­
ken entspricht 25 µm. 
Abb. 9. Vergrößerte Plastoglobuli und Stärkekörner in Chloroplasten 
von CLRV-infizierter B. verrucosa. Balken entspricht 0,5 µm. 
Abb. 10. B. verrucosa, CLRV-infiziert. Palisadenzellen mit übergro­
ßen Stärkekörnern in den Chloroplasten. Balken entspricht 2 µm. 
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Abb. 11. B. aJleghaniensis, CLRV-infiziert, 3 Tage immissionsbela­
stet. Gewebeprobe aus chlorotischem Blattfleck. Zellwand mit sekun­
därer Auflagerung und virusähnlichen Partikeln(--->) in Plasmodesmen­
assoziierten Tubuli. Balken entspricht 250 nm. 
Abb. 12. B. alleghaniensis, CLRV-infiziert, 3 Tage imm.-belastet. 
Tubulus mit virusähnlichen Partikeln in sekundärer Zellwandauflage­
rung. Balken entspricht 100 nm. 
Abb. 13. Wellung der Thylakoidmembranen und Chloroplastendefor­
mation in 0/SOrbelasteter B. papyrifera 11 dpB. Balken entspricht 
500 nm. 
Abb. 14. Auflagerung von fibrillärem Material an der Zellwand in 
einer CLRV-infizierten und 2 Wochen O/S02-exponierten B.-occi­
dentalis-Pflanze. ER-Membranen sind elektronendicht. Balken ent­
spricht 500 nm. 
Oft sind Palisadenparenchymzellen die ersten Zellen, die 
nach OTBehandlung kollabieren (HrLL et al., 1961, SWANSON 
et al., 1973, RICH und TOMLINSON, 1874), was auf das größere 
Oberflächen-/Volumen-Verhältnis dieser Zellen im Vergleich 
zu Schwammparenchymzellen und somit auf eine größere 
Angriffsfläche für 03 zurückzuführen ist (HEATH, 1975). Von 
einer Schwellung der Chloroplastenmembranen in krautigen 
Pflanzen unter SOrBelastung berichten auch FISCHER et ._al. 
(1973). Die an Birkenarten nach Luftschadstoffexposition 
beobachtete Deformation von Chloroplasten und Wellung der 
Thylakoide wurde auch von THOMSON et al. (1966), SWANSON 
et al. (1973) sowie PELL und WEISSBERGER (1976) an verschie­
denen Pflanzen im Zusammenhang mit OTBelastungen 
beschrieben. Ebenso war bei Pflanzen nach Einwirkung von 
03 die Anzahl der Lipidglobuli erhöht (MASUCH und KETT­
RUP, 1985). Die in Birkenblättern beobachtete Verstärkung 
der Elektronendichte des ER nach O:i/SOrBelastung wurde 
auch von PELL und WEISSBERGER (1976) nach längerer 03-
Exposition beschrieben. Anscheinend werden bei Betula­
Arten durch die CLRV-Infektion die Membranen des ER­
Systems dahingehend prädisponiert, daß die Schwermetall­
salzakkumulation bei der Kontrastierung verstärkt wird und so 
die ER-Membranen elektronendichter erscheinen als nach 
alleiniger Schadstoffeinwirkung. 
Nachrichtenbl. Deut. POanzenschutzd. (Braunschweig) 41. 1989 
Abb. 15. Querschnitt durch die Mittelrippe von infizierter und immis­
sionsbelasteter B. papyrifera (vergleiche Abb. 5). Phloem- und Rin­
denparenchymzellen deformiert und bei 0/SOrEintritt nekrotisiert 
(--->). Balken entspricht 50 µm. 
Abb. 16. Elektronendichte ER-Membranen in grünen B.-occidentalis­
Blättern mit Virusinfektion 2 wpB. Dictyosomenmembran nicht ver­
ändert. Balken entspricht 200 nm. 
Abb. 17. B. occidentalis 2 Wochen nach Immissionsbelastung. Gelber 
Blattbereich eines älteren Blattes, Cytoplasma abgebaut und z. T. in 
der Zellmitte kondensiert. Balken entspricht 25 µm. 
Abb. 18. B. occidentalis 2 Wochen nach Immissionsbelastung. 
Schwarzer Blattbereich eines älteren Blattes, Palisadenzellen nekroti­
siert, Schwammparenchymzellen weniger stark degradiert. Balken 
entspricht 25 µm. 
Zellwandauflagerungen, die nach Schadstoffexposition und 
in Kombination mit einer CLRV-Infektion verstärkt auftra­
ten, werden als eine unspezifische Reaktion auf Verwundun­
gen angesehen, die gegen osmotische Ungleichgewichte wir­
ken (BECKMANN, 1980). Möglicherweise ist der Stoffwechsel 
virusinfizierter Zellen schon auf Abwehrreaktionen einge­
stellt, so daß eine nachfolgende Luftschadstoffbelastung eine 
stärkere Anlagerung sekundären Zellwandmaterials zur Folge 
hat als bei nichtinfizierten Zellen. 
Die Arbeit wurde unterstützt durch Mittel aus dem Fonds 
der chemischen Industrie. 
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